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Шляхи створення нових антиметаболiтiв
пiримiдинового обмiну — бiспохiдних 5(6)-замiщених
урацилiв та їх молекулярних комплексiв з бактерiйними
лектинами
Описано новий препаративний метод отримання гетероциклiчних бiсаддуктiв 5(6)-за-
мiщених урацилiв з фторотаном при каталiзi 18-краун-6-комплексом. Виявлено високий
протипухлинний ефект бiсаддукту 5-фторурацилу та його комплексiв з позаклiтин-
ними лектинами сапрофiтних штамiв бактерiй роду Bacillus (В. subtilis 668 IМV та
В. polymyxa 102 KDU): гальмування росту пухлини лiмфосаркоми Плiса сягало 62,8–
75,3%, саркоми 45 — 16,9–81,1%.
Одним з перспективних шляхiв пошуку засобiв лiкування пухлинної хвороби є створення
нових антиметаболiтiв пуринового та пiримiдинового обмiну, здатних впливати на струк-
туру та функцiї нуклеїнових кислот та малих активних молекул [1]. Дослiдження з цього
напрямку є надзвичайно актуальними, що пiдтверджується численними роботами [2, 3],
i набули практичного iнтересу пiсля синтезу похiдних урацилу, зокрема 5-фторурацилу та
фторафуру, у яких встановлено високу протипухлинну активнiсть. Вiдомо, що пухлини ви-
користовують молекули урацилу активнiше, нiж нормальнi клiтини. Оскiльки ван-дер-ва-
альсовi радiуси водню та фтору близькi за значенням, можна очiкувати, що 5-фторурацил
або його похiднi будуть виконувати роль субстрату та/або iнгiбiтора ферментiв i перева-
жно поглинатися тканинами пухлини.
Молекули 5(6)-фтор(галоген)замiщених урацилiв та їх похiдних здатнi виконувати роль
фтор(галоген)вмiсних синтонiв в органiчному синтезi, тому їх активно використовують
для створення оригiнальних бiологiчно активних молекул. Крiм того, введення фтор(га-
логен)вмiсних фармакофорiв у гетероциклiчну молекулу сприяє пiдвищенню розчинностi
сполук у лiпiдах та робить лiкарськi засоби ефективнiшими у зв’язку iз легкiстю їх транс-
портування в органiзмi [4]. Iнтерес до фторвмiсних фрагментiв у нових молекулах викли-
каний також пiдсиленням антиметаболiтних властивостей цих сполук.
Описано метод введення до алiфатичного ланцюга або ароматичного кiльця фарма-
кофорної групи -CF2CHBrCl при використаннi доступного реагенту та лiкарського засобу
фторотану з метою синтезу бiологiчно активних сполук з полiфторалкоксигрупами [5, 6].
Взаємодiя фторотану з основою супроводжується елiмiнуванням фтористого водню та гене-
руванням промiжного продукту 2-бром-1,1-дифтор-2-хлоретилену, який безпосередньо ре-
агує з молекулами спиртiв при каталiзi основою. Дана реакцiя дає можливiсть визначити
нову стратегiю для синтезу селективно полiфункцiональних молекул, хiмiчна будова яких
дозволяє введення в молекулу нових фармакофорних фрагментiв.
Ранiше було встановлено, що позаклiтиннi лектини сапрофiтних бактерiй з унiкальною
специфiчнiстю до сiалових кислот здатнi розпiзнавати тонкi вiдмiнностi в їх структурi та
справляти селективну протипухлинну дiю [7, 8]. Розроблено основи для конструювання
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на базi бактерiйних лектинiв ефективних лiкарських засобiв з принципово новим механiз-
мом дiї.
Мета проведеного дослiдження полягала в означеннi преформованих пiримiдинiв, їх син-
тезi, вивченнi хiмiчних та фiзико-хiмiчних характеристик, створеннi молекулярних комп-
лексiв синтезованих сполук з бактерiйними лектинами та аналiзi їх бiологiчних властивос-
тей, а саме гострої токсичностi та протипухлинної дiї.
Об’єктами дослiдження були новi гетероциклiчнi бiспохiднi, синтезованi на осно-
вi 5(6)-замiщених урацилiв та фторотану; бактерiйнi лектини сапрофiтних штамiв Bacillus
subtilis 668 IMV та Bacillus polymyxa 102 KDU (далi лектин 668 та лектин 102 з Української
колекцiї мiкроорганiзмiв Iнституту мiкробiологiї i вiрусологiї НАН України); молекулярнi
комплекси синтезованих сполук з бактерiйними лектинами. Абсолютнi розчинники одержу-
вали таким способом: ацетонiтрил переганяли над P2O5, дiетиловий ефiр — над металевим
натрiєм, диметилформамiд та бензол — у вакуумi. Iндивiдуальнiсть синтезованих сполук
контролювали методом тонкошарової хроматографiї на пластинах Silufol-254 у системi аце-
тонiтрил — гексан 2 : 1. IЧ спектри записували на спектрофотометрi UR-20 (“Charles Ceise
Hena”, Нiмеччина).
ГРХ здiйснювали на газорiдинному хроматографi “Perkin Elmer” з УФ-детектором (“Per-
kin”, Нiмеччина). Спектри 1Н ЯМР записували на приладах “Bruker WP-200” (“Bruker”,
Швейцарiя), “Varian T-60” (“Varian”, США) з робочою частотою 200–132 МГц у DMSO-d6
з використанням тетраметилсилану як внутрiшнього стандарту.
N(1), N(1′)-(2
′′-бром-2′′-хлоретенiл)-бiс-(6-метилурацил) (I). Приготування розчину № 1.
0,25 г гiдроксиду калiю (0,0044 моль), 0,025 г дибензо-18-краун-6-ефiру в 20 мл сухого бен-
золу перемiшували при 60 ◦С приблизно 15 хв до утворення на стiнках хiмiчного реактора
бiлого полiмерного нальоту, тобто утворення калiєвого комплексу з дибензо-18-краун-6-ефi-
ром. Отриманий розчин охолоджували до кiмнатної температури, додавали до нього кра-
плями розчин 0,87 г (0,0044 моль) фторотану в 20 мл сухого ефiру.
Приготування розчину № 2, 1,11 г (0,0088 моль) 6-метилурацилу розчиняли в 40 мл сухо-
го диметилформамiду при 60 ◦С в окремому хiмiчному посудi. Гарячий розчин № 2 додавали
краплями через дiлильну лiйку до розчину № 1, перемiшували при 60–80 ◦С протягом 1 год
(реакцiйна сумiш мутнiла та при нагрiваннi набувала червоно-коричневого забарвлення),
фiльтрували у гарячому станi, охолоджували, вiдганяли простою перегонкою розчинни-
ки. Залишок — осад промивали 30 мл сумiшi дiетиловий ефiр — гексан (1 : 1) та сушили
у вакуумi водоструминного насосу.
Сполука I — кристалiчний порошок жовтого забарвлення, нестiйкий до дiї гарячого
органiчного розчинника; при перекристалiзацiї розкладається до вихiдного урацилу. Вихiд
1,85 г (43%). Т. пл. 286–287 ◦С. Знайдено, %: С 38,80; Н 3,2; N 14,8. C12H10BrClN4O4.
Обчислено, %: С 37,1; Н 2,58; N 14,38. IЧ спектр (KBr), см−1: 515, 550, 690, 850 (C−C1,
C−Br); 960–970 (транс-C=C−); 1710, 1750 (C=O); 2800–3000 (CH3).
1Н ЯМР: 2,004 (6H, c.,
2CH3), 5,313 (2H, c., 2С(5)–Н), 10,832 (2Н, д., 2N(3)Н, J
4
H,H = 9,6 Гц).
Аналогiчно синтезували сполуки:
N(1), N(1′)-(2
′′-бром-2′′-хлоретенiл)-бiс-(5-метилурацил) (II) iз 0,87 г (0,0044 моль) фто-
ротану та 1,11 г (0,0088 моль) 5-метилурацилу;
N(1), N(1′)-(2
′′-бром-2′′-хлоретенiл)-бiс-(5-фторурацил) (III) iз 0,87 г (0,0044 моль) фто-
ротану та 1,15 г (0,0088 моль) 5-фторурацилу;
N(1), N(1′)-(2
′′-бром-2′′-хлоретенiл)-бiс-(5-бромурацил) (IV) iз 0,87 г (0,0044 моль) фто-
ротану та 1,67 г (0,0088 моль) 5-бромурацилу;
ISSN 1025-6415 Доповiдi Нацiональної академiї наук України, 2009, №4 169
N(1), N(1′)-(2
′′-бром-2′′-хлоретенiл)-бiс-(5-нiтроурацил) (V) iз 0,87 г (0,0044 моль) фто-
ротану та 1,38 г (0,0088 моль) 5-нiтроурацилу.
Сполука II — кристалiчний порошок кремового забарвлення, кристалiзується iз сумi-
шi розчинникiв етанол — гексан (1 : 1). Вихiд 1,58 г (36,8%). Т. пл. з осмоленням 265–
268 ◦С. Знайдено, %: С 37,60; Н 3,08; N 14,53. C12H10BrClN4O4. Обчислено, %: С 37,1;
Н 2,58; N 14,38. IЧ спектр (KBr), см−1: 515, 615 (C−Hal), 1710, 1750 (C=O), 2800–3000
(СН3).
1Н ЯМР: 1,712 (6Н, д., J2H,H = 5 Гц, 2 хСН3), 7,229 (2H, д., J
2
H,H = 5 Гц, 2 хC(6)H),
10,7 (2Н, уш. c., 2 хN(3)H).
Сполука III — кристалiчний порошок кремового забарвлення. Вихiд 1,75 г (50%). Т. пл.
238–240 ◦С. Знайдено, %: С 30,08; Н 1,15; N 13,78. C10H4BrF2ClN4O4. Обчислено, %: С 30,21;
Н 1,13; N 14,09. IЧ спектр (KBr), см−1: 510, 550, 690 (C−C1, C−Br); 1150, 1210 (C−F); 1735,
1750 (C=O). 1Н ЯМР: 4,532 (2Н, уш. с., 2N(3)Н), 7,447 (2Н, д., 2C(6)−H).
Сполука IV — кристалiчний порошок кремового забарвлення. Вихiд 1,36 г (30%). Т. пл.
з осмоленням 270–275 ◦С. Знайдено, %: С 22,8; Н 1,02; N 11,01; Br 45,96. C10H4Br3ClN4O4.
Обчислено, %: С 23,13; Н 0,77; N 10,78; Br 46,1. IЧ спектр (KBr), см−1: 550–695 (C−Br),
1710, 1750 (C=O). 1Н ЯМР: 4,048 (2Н, c., 2N(3)H у H2O), 7,66 (2H, c., 2 хC(6)H).
Сполука V — кристалiчний осад кремового забарвлення. Вихiд 2,24 г (56,5%). Т. пл.
з осмоленням 290–295 ◦С. Знайдено, %: С 26,67; Н 1,02; N 17,79. C10H4BrClN6O8. Обчислено,
%: С 26,59; Н 0,89; N 18,60. IЧ спектр (KBr), см−1: 550–690 (C−Hal,), 1710, 1750 (C=O). 1Н
ЯМР: 8,861 (2H, c., 2 хC(6)H), 10,226 (2Н, c., 2N(3)H).
Культивування бактерiй проводили на модифiкованому середовищi Гаузе, лектини одер-
жували з культуральної рiдини як описано ранiше [8].
Молекулярнi комплекси бiспохiдних гетероциклу з бактерiйними лектинами отримува-
ли механiчним перемiшуванням двох компонентiв у фiзiологiчному розчинi в спiввiдношен-
нi 1 : 1.
Для визначення середньотоксичної дози ЛД50 синтезованих сполук, бактерiйних лекти-
нiв та молекулярних комплексiв використовували експрес-метод В.Б. Прозоровського [9].
Дослiдження проводили на бiлих нелiнiйних мишах-самцях масою (22,0± 2,0) г; шлях вве-
дення — пiдшкiрний.
Вивчення протипухлинної активностi здiйснювали згiдно з рекомендацiями Фармако-
логiчного центру МОЗ України на моделях експериментального пухлинного росту рiзного
генезу. Препарати вводили в дозах, якi вiдповiдали 1/4–1/6 ЛД50. Одержанi результати
обробляли статистично [10].
За новим розробленим нами методом синтезу взаємодiєю фторотану як фторвмiсного
синтону та урацилiв у молярному спiввiдношеннi 1 : 2 у системi розчинникiв (бензол — ди-
метилформамiд — дiетиловий ефiр) в умовах мiжфазового каталiзу дибензо-18-краун-6-ефi-
ром у лужному середовищi синтезовано новi бiспохiднi урацилiв з фармакофорною групою
=C=CBrCl (I–V) (схема 1).
В IЧ спектрах сполук I–V iдентифiковано сигнали зв’язкiв C−Hal при 510–1210 см−1, iн-
тенсивнi сигнали карбонiльних груп C=O гетероциклiчних фрагментiв молекули при 1710,
1735, 1750 см−1, сигнали СН3-груп для сполук I, II при 2800–3000 см
−1. Спiввiдношен-
ня iнтегральних iнтенсивностей сигналiв у ЯМР1Н спектрах сполук I–V пiдтверджує вiд-
сутнiсть протона при атомi N(1), що спостерiгається в молекулах вихiдних урацилiв при
11,00–11,25 м. д., а також наявнiсть протонiв у положеннях С(5)Н (I) та С(6)Н (II — V)
гетероциклiчних ядер при 5,313 м. д. та 7,229–8,861 м. д. вiдповiдно, протонiв у положеннi
N(3)Н гетероциклiчних ядер при 4,048–10,832 м. д., якi частково дейтеруються.
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Схема 1. R = H, R1 = CH3 (I); R = CH3, R1 = H (II); R = F, R1 = H (III); R = Br, R1 = H (IV); R = NO2,
R1 = H (V).
5-фторурацил, який має здатнiсть в процесi метаболiзму утворювати iнтермедiати, що
включаються до структури ДНК, РНК, гальмують активнiсть тимiдилатсинтетази, яка за-
безпечує синтез ДНК та РНК його попередниками, знаходиться в центрi уваги пошуку
нових сполук iз зазначеною спрямованiстю дiї [11, 12]. Для подальших дослiджень бiо-
логiчних властивостей вiдiбрано бiспохiднi 5-метилурацилу (сполука II), 5-фторурацилу
(сполука III) та 5-бромурацилу (сполука IV), якi за хiмiчною будовою та наявнiстю фар-
макофорних груп є найбiльш близькими до вiдомого лiкарського засобу — 5-фторурацилу.
Практичний iнтерес до потенцiйних лiкарських засобiв зумовлений їх постiйною дiєю на
макроорганiзм. Дослiдження глибоких перетворень чутливих клiтин пiд впливом цих речо-
вин є важливим аспектом фармакологiї. Визначення одного з головних фармакологiчних
iндексiв гетероциклiчних бiспохiдних — гострої токсичностi, показало, що сполуки II та
IV належать до малотоксичних: їх ЛД50 дорiвнює 515 та 415 мг/кг вiдповiдно (табл. 1).
Сполука III також належить до малотоксичних сполук, її ЛД50 становить 125 мг/кг, що
перевищує токсичнiсть попереднiх сполук у 4,12 та 3,32 раза вiдповiдно. Оскiльки струк-
турних аналогiв синтезованих сполук у лiтературi не описано, як препарат порiвняння ви-
користовували вiдомий протипухлинний лiкарський засiб 5-фторурацил, що належить до
малотоксичних сполук i має середньотоксичну дозу 375 мг/кг. При введеннi вищевказа-
них хiмiчних речовин у дослiдних тварин спостерiгалися тонiчнi та клонiко-тонiчнi судоми
впродовж 1–2 год, блювання i через 3–5 год — тремор.
Препарати бактерiйних лектинiв були бiльш токсичними порiвняно зi сполуками II та
IV; за показниками середньотоксичних доз вони належать до помiрно токсичних (лек-
Таблиця 1. Параметри гострої токсичностi гетероциклiчних бiспохiдних, бактерiйних лектинiв та їх моле-
кулярних комплексiв
Бiспохiдне ЛД50, мг/кг
Бактерiйний
лектин ЛД50, мг/кг
Молекулярний
комплекс LD50, мг/кг
Сполука II 515 Лектин 102 248 Сполука II + лектин 102 335
Сполука III 125 Лектин 668 89 Сполука III + лектин 668 137
Сполука IV 415 Лектин 102 248 Сполука IV + лектин 102 635
5-фторурацил
(контроль) 375
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тин 668) та малотоксичних (лектин 102) (див. табл. 1). При вивченнi клiнiчної картини
впливу лектинiв у токсичних дозах на органiзм тварин вiдмiчається поява тонiчних i кло-
нiчних судом та парез заднiх кiнцiвок.
Молекулярнi комплекси гетероциклiчних бiспохiдних з бактерiйними лектинами нале-
жать до малотоксичних речовин: їх ЛД50 коливається мiж 635 та 137 мг/кг. Будь-яких
закономiрностей у виявленнi токсичних властивостей для молекулярних комплексiв не вста-
новлено. Так, при з’єднаннi бiльш токсичних речовин (сполука III та лектин 668) загальна
токсичнiсть молекулярного комплексу дещо зменшувалася (у 1,06 раза), а у комплексiв
з менш токсичними компонентами ЛД50 або зростала (у 1,28 раза для сполуки II з лекти-
ном 102), або знижувалася (у 2,07 раза для сполуки IV з лектином 102).
Протипухлинну активнiсть бiспохiдних, бактерiйних лектинiв та їх молекулярних комп-
лексiв оцiнювали за процентом гальмування росту пухлин на двох типах пухлинної хвороби:
лiмфосаркомi Плiса та саркомi 45. За контроль використовували, як i в дослiдах токсич-
ностi, 5-фторурацил, який виявляє активнiсть при iноперабельнiй та рецидивнiй пухлинi
шлунка, товстої та прямої кишки, пухлин молочної та пiдшлункової залоз, яєчникiв [11].
При дослiдженнi протипухлинної активностi значний iнтерес становило похiдне загального
анестетика фторотану та 5-фторурацилу — N(1), N(1′)-(2
′′-бром-2′′-хлоретенiл)-бiс-(5-фто-
рурацил) (III). Згiдно iз зауваженнями клiнiцистiв, фторотан є найбiльш зручним лiкар-
ським засобом, який дає позитивнi результати при операцiйних втручаннях у онкологiчних
хворих [13, 14]. За даними онкофармакологiчних експериментiв синтезована сполука III
характеризується значною протипухлинною дiєю вiдносно лiмфосаркоми Плiса (75,3%) та
вiдсутнiстю такої на саркомi 45 (16,9%).
Вивчення протипухлинної активностi бактерiйних лектинiв щодо пухлин рiзного генезу
(табл. 2) виявило виражену здатнiсть гальмування росту експериментальних пухлин для
лектину 102 на лiмфосаркомi Плiса (50,0%), що дорiвнювало критерiю значущостi, а для
лектину 668 — на саркомi 45 (52,5%); останнiй лектин не виявляв активностi вiдносно лiмфо-
саркоми Плiса (9,0%). Для всiх молекулярних комплексiв вiдмiчено стабiльну та виражену
протипухлинну активнiсть i високий вiдсоток первинного вилiкування тварин: гальмування
росту обох типiв пухлин коливалось вiд 62,8 до 81,1% i перевищувало протипухлинну актив-
нiсть 5-фторурацилу в 1,14 раза для лiмфосаркоми Плiса та в 4,46 раза для саркоми 45.
Таблиця 2. Протипухлинна активнiсть сполуки III, бактерiйних лектинiв та їх молекулярних комплексiв
Препарат Доза, мг/кг
Середня маса пухлини, г Гальмування росту
пухлини, %контроль дослiд
Лiмфосаркома Плiса
Сполука III 50,0 27,66 6,83 75,3∗
Лектин 668 16,0 42,0 ± 2,77 38,0± 3,22 9,0
Лектин 102 20,0 42,0 ± 2,77 21,0± 0,18 50,0
Сполука III + лектин 668 24,0 13,9 ± 1,93 1,8± 0,09 62,8
5-фторурацил (контроль) 55,0∗∗
Саркома 45
Сполука III 30,0 62,7 52,12 16,9
Лектин 668 20,0 2,5± 0,17 1,12± 0,24 52,5
Сполука III + лектин 102 30,0 13,9 ± 1,93 2,5± 1,30 81,1
5-фторурацил (контроль) 18,4∗∗
∗Загибель однiєї тварини у дослiднiй групi. ∗∗За даними [9].
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Таким чином, висока протипухлинна активнiсть синтезованих гетероциклiчних бiспохiд-
них, бактерiйних лектинiв та їх молекулярних комплексiв дозволяє розглядати цi сполуки
як потенцiйнi лiкарськi протипухлиннi засоби i вiдкриває новi перспективи для подальших
робiт у цьому напрямку онкофармакологiї.
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Ways of creation of new antimetabolites of pyrimidines change —
bis-derivatives of 5(6)-substituted uraciles and their molecular
complexes with bacterial lectins
A new convenient method for the preparation of heterocyclic bis-adducts of 5(6)-substituted uraci-
les with ﬂuorotan with 18-crown-6-complex as a catalyst is described. A strong antitumor eﬀect of
bis-adduct of 5-ﬂuorouracile and their complexes with saprophytic strains Bacillus genus (B. subti-
lis 668 IMV and B. polymyxa 102 KDU) extracellular lectins has been discovered: growth relaxation
of Lymphosarcoma Plissa tumor mass was 62.8–75.3%, of Sarcoma 45: 16.9–81.1%.
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